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Tato práce se zaměřuje na stanovení inositolu v léčivých přípravcích za využití 
vysokoúčinné kapalinové chromatografie v HILIC módu. Práce je rozdělena do několika 
oddílů, probírá základní vlastnosti analyzovaného myo-inositolu i metody stanovení sacharidů. 
Pro vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii je v práci vyčleněna samostatná kapitola. 
Jedním z dalších cílů práce bylo srovnání vlastností chromatografických kolon. 
V experimentální části jsou dále zahrnuty podmínky měření, metody příprav vzorků, 
vyhodnocená data a výsledky včetně diskuze.  











This work focuses on the determination of inositol in drugs and food supplements using 
high-performance liquid chromatography in HILIC mode. The work is divided into several 
sections, it discusses the characteristics of analyzed myo-inositol including methods for 
saccharides determination. A chapter is detached for high-performance liquid chromatography. 
One of the work goals was also chromatography columns comparison. The experimental part 
includes measurement conditions, methods of sample preparation evaluated data and results 
including the discussion. 
Two real samples were analyzed, in both of them the content of myo-inositol was declared 
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Vysokoúčinná kapalinová chromatografie zažívá v několika posledních letech výrazný 
posun ve vývoji nových specializovaných kolon, které jsou schopny uživatelům rozšířit 
spektrum analyzovaných látek. Zájem je především o kolony, které jsou schopny provádět 
analýzu i silně polárních látek, jakými jsou např. peptidy, aminokyseliny či sacharidy a 
polyoly [1].  
 
 Separace silně polárních látek pro analýzu v HPLC není jednoduchá. Tyto látky jsou na 
rozdíl od látek méně polárních zadržovány v systému s obrácenými fázemi (HPLC-RP) velmi 
slabě a jejich fotometrická detekce bývá prakticky nemožná. Na druhou stranu systém 
založený na normálních fázích (HPLC-NP) silně polární látky zadržuje až příliš dlouho, což 
opět není pro analýzu žádoucí. Za účelem separace takovýchto látek byla roku 1990 popsána 
A. Alpertem metoda hydrofilní interakční kapalinové chromatografie (HILIC), kde 
stacionární fází je polárně modifikovaný silikagel a mobilní fáze obsahuje nadbytek 
organického solventu. Tato metoda patří mezi speciální techniky HPLC a je vhodná hlavně 
pro polární a hydrofilní látky. Další uplatnění nachází při analýze složek životního prostředí a 
potravin [1, 2]. 
 
Tato práce je založena na stanovení inositolu za využití HPLC techniky v HILIC módu. 
Konkrétně byl stanovován myo-inositol ve dvou reálných vzorcích. Kromě toho byly také 
srovnány základní chromatografické charakteristiky dvou kolon s odlišnou stacionární fází 




2.1 Chemická struktura: 
Z chemického hlediska jsou inositoly neboli hexakis(hydroxy)cyklohexany skupinou, která 
na své cyklické šestiuhlíkové struktuře obsahuje navázané hydroxylové skupiny. Strukturně se 
tak podobají molekule glukosy a jsou řazeny mezi cukry. Inositol se v přírodě vyskytuje 
v osmi izomerech, avšak pouze jen jeden z nich (chiro-inositol) vykazuje optickou aktivitu. 
Jejich přehled udává Obr. č. 1 [1, 3]. 
 
 Inositoly spadají mezi tzv. pseudovitaminy, nesprávně jsou pak dále v některých zdrojích 
řazeny mezi vitaminy skupiny B. Inositol tak lze vyhledat i pod straším označením jako 











Přestože je inositol nejčastěji chápán jako doplněk stravy, ve skutečnosti se jedná pouze o 
jeden z izomerů a to o myo-inositol. Ten je v lidském těle nejrozšířenější a hraje významnou 
roli v buněčném metabolismu. Myo-inositol je obsažen v buněčných membránách, tudíž má 
podíl na udržení jejich celistvosti. Předpona myo- označuje místo, odkud byl poprvé 
separován, ze svalů. Dále se hojně vyskytuje v cytoplazmatické membráně mozkových 
neuronů, oční čočce, v buňkách srdečního svalstva či v thékálních buňkách ovárií. Lidské tělo 
je schopné syntetizovat myo-inositol rozpadem molekuly glukosy, častějším zdrojem je však 
inositol obsažený v potravinách [3, 5, 6]. 
 
 
Obr. č. 2.: Biologická syntéza myo-inositolu z glukosy [7]. 
2.2.1 Kyselina fytová 
Mimo živočišných tkáních se myo-inositol také vyskytuje v rostlinách v podobě kyseliny 
fytové (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakis-dihydrogenfosforečná kyselina nebo starším názvem 
kyselina fytinová). Tato kyselina utváří s prvky kovů stabilní komplexy, čímž plně zabraňuje 
dalšímu využití prvku v těle a bývá tak řazena mezi antinutriční látky. Zároveň je však díky 
této schopnosti pro organismus i významným antioxidačním činitelem. Kyselině fytové je 
v posledních letech věnována pozornost v podobě řad vědeckých testů, z nichž některé 
prokázaly její pozitivní vliv na podporu celistvosti jaterních a nervových buněk. Toho se 
následně využívá i při chemoterapiích. Podávání cytostatik obsahujících inositol a kyselinu 
fytovou vedlo ke snížení nežádoucích účinků chemoterapie a ke zlepšení zdravotního stavu 
pacientů. Z toho tedy lze usoudit, že i kyselina fytová může vykazovat jisté antikarcinogenní 
účinky. Kromě toho byly u esterů kyseliny fytové prokázány antikoagulační účinky či 
pozitivní vliv na snižování hladiny cholesterolu [3, 6]. 
 
Kromě výše zmiňovaných blahodárných účinků kyseliny fytové pro lidský organismus má 
samotný inositol významnou roli při terapii onemocnění psychického původu, jmenovitě pak 
schizofrenie, deprese, obsedantně kompulzivní porucha či Alzheimerova choroba. Inositolu 
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jsou tak připisovány antidepresivní účinky v důsledku schopnosti tvorby serotoninu a 
acetylcholinu. V posledních letech mu pak byl potvrzen pozitivní účinek při léčbě syndromu 
polycystických vaječníků (PCOS). Dále podporuje růst vlasů a hojení kožních zánětů, jakým 
je například ekzém nebo lupenka. Důležitou roli také nachází při prevenci a léčbě cukrovky 
[8, 9, 10]. 
 
 
Obrázek č. 3: Molekula kyseliny fytové [11]. 
2.3 Výskyt v potravinách 
Přestože inositol spadá do látek přirozeně se vyskytujících v lidském těle, není si 
organismus schopen tuto látku syntetizovat v dostatečném množství, a proto musí být inositol 
přijímán i formou potravy. Jedním z nejbohatších zdrojů jsou fazole. Udává se, že ze 100 
plodů fazolu měsíčního lze získat přibližně 40 až 64 miligramů inositolu v závislosti na jejich 
čerstvosti. Dalším dobrým zdrojem jsou citrusové plody. Například z jednoho kusu 
grapefruitu je tělo schopné vstřebat necelých 500 miligramů inositolu. V neposlední řadě patří 
mezi zdroje bohaté na inositol celozrnný chléb, ořechy, kukuřice, rýže, pivovarské kvasnice 
ale i produkty živočišného původu, jako například mléko, játra nebo srdce. Ze zeleniny pak 
lze jmenovat zelí nebo květák [8, 12]. 
2.4 Dávkování 
Doporučená denní dávka pro myo-inositol nebyla pevně stanovena, nicméně je jako 
preventivní množství udáván 1 gram inositolu denně. Navíc pokud je organismus zatěžován 
pitím kávy, kouřením či hormonální antikoncepcí, měl by být denní příjem inositolu ještě o 
něco vyšší. Při léčbě různých chorob se množství odráží v závislosti na požadovaném efektu. 
Pro podporu činnosti vaječníků jsou dostačující denní dávky v rozmezí 2-4 gramy, při 
terapiích onemocnění nervového původu se doporučuje  12-18 gramů myo-inositolu denně 
[8, 10, 13]. 
2.5 Nežádoucí účinky 
Pro dospělého člověka je inositol relativně bezpečnou látkou, při předávkování však může 
docházet k únavě, bolestem hlavy nebo dokonce i ke zvracení. Nebyla prokázána žádná rizika 
pro těhotné ani kojící ženy, u jedinců s bipolární poruchou však při předávkování hrozí 





2.6 Biologická aktivita myo-inositolu 
Myo-inositol je prekurzorem mnoha fosforylovaných derivátů, které nacházejí významné 
uplatnění při buněčné signalizaci jako sekundární poslové. Příkladem může být inositol-1,4,5-
trifosfát (IP3), který reguluje intracelulární obsah vápníku nebo fosfatidylinositol-3,4,5-
bifosfát zúčastňující se signální transdukce. Navázání fosfátových skupin do různých poloh 
může vést ke vzniku více než 70 rozdílných signálních molekul uvnitř buňky. Tyto molekuly 
jsou pak kategorizovány na základě obsahu fosfátových skupin jako IP1-IP9. Za využití 
epimeras lze myo-inositol převádět na L- či D-chiro-inositol. Inositol funguje jako sekundární 
posel při inzulinové signalizaci a je označován za senzibilátora inzulinu [1, 8, 15]. 
 
2.6.1. Léčba PCOS 
Za syndrom polycystických vaječníků neboli PCOS (Polycystic Ovary Syndrome) je 
označováno hormonální onemocnění postihující přibližně 10 % ženské populace převážně 
v reprodukčním věku. Toto onemocnění bývá nejčastějším důvodem ženské neplodnosti. U 
pacientek trpících syndromem polycystických vaječníků se současně vyskytují metabolické 
poruchy zapříčiňující inzulinovou rezistenci, které následně mohou vést i ke vzniku diabetu 
II. typu [17, 18, 19]. 
 
Myo-inositol se pro léčbu PCOS začal používat poměrně nedávno a to až na základě 
hypotézy tzv. “DCI paradoxu“. Na rozdíl od ostatních tkání, zdravé vaječníky inzulinové 
rezistenci nepodléhají a to z důvodu přítomnosti epimerázového enzymu, který, jak již bylo 
výše zmíněno, je schopen konverze myo-inositolu na D-chiro-inositol (DCI) a který je závislý 
na přítomnosti inzulinu. Myo-inositol je zodpovědný za metabolismus vstřebávání glukosy 
přijaté z potravy a za folikuly stimulující hormony, zatímco DCI v menší míře produkuje 
mužské hormony, androgeny. Tzv. “DCI paradox“ předpokládá, že ženy trpící PCOS mají 
zvýšenou epimerázovou aktivitu, což vede k nadprodukci DCI a ke zvýšenému odbourávání 
myo-inositolu. Nedostatek myo-inositolu pak zapříčiňuje nesprávný vývoj vaječníků a 
nadbytek mužských hormonů snižuje citlivost k inzulinu. Tuto teorii dokazuje fakt, že v moči 
pacientek byla hladina D-chiro-inositolu několikanásobně vyšší, než u zdravých žen 
[15, 17, 20]. 
 
Podávání myo-inositolu pacientkám s PCOS vede k výraznému snížení krevního tlaku a 
hladině androgenů, ke stabilizaci ovulačního cyklu a v neposlední řadě pak ke zlepšení 
inzulinové rezistence [17]. 
2.7 Přípravky obsahující myo-inositol 
Pro své příznivé léčebné účinky nachází myo-inositol na trhu široké uplatnění. Jak již bylo 
uvedeno, myo-inositol stimuluje dozrávání folikulů a upravuje ovulační cyklus, čímž zvětšuje 
šanci ženy otěhotnět. Dále má také na starosti správný embryonální vývoj. Jako příklad 
přípravků podporující fertilitu lze uvést INOFOLIC® nebo NosiFol®. Oba tyto suplementy 
navíc obsahují kyselinu listovou, která v těhotenství plní úlohu prevence před poškozením 





Obr. č. 4.: Přípravky INOFOLIC® a NosiFol® [22, 23]. 
 
 
Pro onemocnění psychického původu, jakým jsou například deprese nebo schizofrenie, se 
nejčastěji v léčivých přípravcích používá směsi inositolu spolu s niacinem. Inositol 
zúčastňující se přeměny tuků na energii stimuluje produkci serotoninu, který potlačuje stres a 
zmírňuje poruchy spánku. Niacin zároveň rozšiřuje cévy, čímž snižuje i krevní tlak pacientů. 
Příklad doplňku může být JAMIESON Niacin® [24]. 
 
 
Obr. č. 5.: Přípravky JAMIESON Niacin® a REGHAAR® [25, 26]. 
 
V neposlední řadě nachází myo-inositol své uplatnění i při léčbě kožních a vlasových 
chorob. Studie dokazují, že na nadměrné vypadávání vlasů a neschopnost růstu nových má 
vliv zvýšená hladina androgenů. Myo-inositol je tuto hladinu schopen regulovat, čímž 
nadbytečné androgenní hormony redukuje. Velmi často se také myo-inositol kombinuje 
s cholinem ve formě bitartarátu. Tato kombinace utváří fosfolipidy, které podporují tvorbu 




3. IZOLACE A STANOVENÍ SACHARIDŮ 
3.1 Izolace sacharidů 
Mezi nejvyužívanější izolační techniky sacharidů z potravin či potravinových suplementů 
patří extrakce. Jako vhodné extrakční činidlo se pro tyto účely doporučuje 80 % ethanol, který 
svými vlastnostmi inhibuje enzymatické reakce. Alternativní cestou extrakce může být použití 
vody společně s přídavkem chloridu rtuťnatého. Extrahované vzorky často obsahují opticky 
aktivní látky, které by mohly zkreslovat výsledky analýzy. Následujícím krokem je proto 
čiření, které jednak nežádoucí látky odstraňuje, ale také během něj dochází k odbarvování 
roztoku. Typ čiřidla udává typ stanovovaného vzorku a metoda pro stanovení cukrů. Jako 
čiřidla se nejčastěji uplatňují hydroxid hlinitý nebo infuzoriová hlinka. Přestože mají nižší 
účinnost čiření, využívají se hlavně z důvodu intaktnosti k redukujícím cukrům. Obecně lze 
čiřící látky rozdělit na chemické (octan olovnatý) a fyzikální (křemelina) [9, 13]. 
 
3.2 Metody stanovení sacharidů 
3.2.1 Chemické metody 
Nejvíce používané metody stanovení sacharidů chemickou cestou zahrnují titrační 
stanovení, které je založeno na redukujících schopnostech sacharidů. V případě, že jsou 
k dispozici pouze cukry bez redukujících vlastností, musí se tyto cukry převést pomocí 
enzymů na cukry redukující. Případně lze tyto cukry stanovit i pomocí fyzikálně-chemických 
metod. V běžné praxi je nejčastěji využívanou metodou Bertrandova titrace. Tato aplikace je 
zaměřena na redukci Fehlingova činidla (Fehling I – CuSO4, Fehling II – vínan sodnodraselný 
a NaOH), ke které dochází během varu s čirým vzorkem. Vznikající červený komplex Cu2O 
je následně rozpouštěn kyselým Fe2(SO4)3. Následně uvolněné Fe2+ ionty představují 
ekvivalentní množství zoxidovaných měďných iontů. Tyto železnaté ionty jsou nakonec 
stanoveny manganometricky v silně kyselém prostředí. Konečná spotřeba manganistanu 
draselného je úměrná vyredukovanému oxidu měďnatého, tím pádem i množství 
stanovovaných sacharidů [28, 29]. 
3.2.2 Fyzikální metody 
3.2.2.1 Gravimetrie 
Ke stanovení sacharidů pomocí gravimetrie je nejčastěji využívaná metoda dle Raska, 
která je založena na stanovení škrobů. Škrob se zde pomocí HCl převádí do roztoku, odkud je 
následně vysrážen etanolem. Kromě škrobu lze gravimetrii využít i při stanovení celulózy, 
v případě vlákniny je nutná ještě navíc přítomnost enzymů. Pro gravimetrická stanovení platí 
více méně stejné principy. Analyt je při nich pomocí vhodných srážecích činidel kvantitativně 
převeden na málo rozpustnou látku, jeho obsah se poté stanovuje ze zvážené hmotnosti oné 
látky o známém stechiometrickém složení [28, 29, 30]. 
3.2.2.2 Refraktometrie 
Optická metoda refraktometrie je založena na měření indexu lomu látek ve dvou opticky 
odlišných prostředích. Maximální úhel dopadu světla, při kterém ještě dochází k lomu, je 
označován jako mezní úhel. Pokud je však úhel dopadu větší než mezní úhel, paprsek 
dopadajícího světla se od druhého prostředí odrazí. Paprsek dopadající na fázové rozhraní je 
tedy buďto odražen nebo dochází k jeho lomu, k tzv. refrakci. Refrakce je zapříčiněna 
14 
 
rozdílnou rychlostí šíření světla ve dvou rozdílných prostředích. V praxi tato prostředí 













2,1n  - indexy lomu 
    - úhel dopadu 
    - úhel lomu 
 
Refraktometrické metody nacházejí uplatnění zejména při detekci cukrů v čistých 
cukerných roztocích, měření je prováděno pomocí refraktometru [30, 31]. 
 
Obr. č. 6.: Odraz a lom světla. 
 
3.2.2.3 Polarimetrie 
Další optickou metodou využívající světlo je polarimetrie. Polarimetrické techniky 
stanovení cukrů aplikují schopnosti některých látek stáčet rovinu polarizovaného světla. 
Schopnost stáčení je vyvolána přítomností chirálního uhlíku. Díky této vlastnosti lze cukry 
stanovit i ve směsích s opticky neaktivními látkami. Kromě vlastností zkoumané látky je úhel 
otočení také závislý na koncentraci roztoku, vlnové délce světla či tloušťce vrstvy. Měřítkem 
optické aktivity látek je tzv. měrná otáčivost, která je definována jako úhel, o který se otočí 
rovina polarizovaného světla při tloušťce vrstvy 1 dm3 a koncentraci roztoku 1 kg · dm-3. 
Bezbarvé roztoky se přibarvují přídavkem dichromanu draselného nebo jsou využívány 
sodíkové výbojky jako zdroj monochromatického světla. Detekce probíhá pomocí 





Obr. č. 7.: Schéma polarimetru [32]. 
3.2.3 Chromatografické metody 
Za chromatografické metody lze souhrnně označit takové izolační metody, které aplikují 
rozdílnou distribuci směsi analytu mezi mobilní a stacionární fázi na základě chemické 
afinity. Obě tyto fáze jsou vzájemně nemísitelné, přičemž mobilní fáze je na rozdíl od 
stacionární pohyblivá. Zároveň se také jedná o analytickou aplikaci, která nám o vzorku 
podává jak kvalitativní, tak kvantitativní informace. Pro rozdělení chromatografických 
technik existuje několik kritérií. Nejběžnějším a zároveň nejjednodušším typem je dělení na 
základě mobilní fáze na chromatografii plynnou a kapalinovou. Dle uspořádání stacionární 
fáze nacházíme techniky sloupcové či plošné. Podle fyzikálně-chemického principu dělení 
molekul analytu rozlišujeme chromatografii adsorpční, rozdělovací a iontově výměnnou. 
Formálně se mezi tyto chromatografické metody řadí i chromatografie gelová, z chemického 
hlediska je ji však nutno od ostatních oddělit, protože nefunguje na principu chemické afinity 
ale na principu sterické exkluze. Přehled chromatografických metod je znázorněn 
v Tabulce č. 1 [28, 33]. 
 
Pro izolaci sacharidů bývá často používána technika chromatografie na tenké vrstvě (TLC), 
v posledních letech se však nicméně daří i aplikacím s vysokoúčinnou kapalinovou 
chromatografií v HILIC módu. Plynové chromatografie se pro tento účel téměř nevyužívá 




Tabulka č. 1.: Přehled chromatografických metod [35]. 
Mobilní 
fáze 





Kapalina Plynová rozdělovací Rozdělování GLC 
Pevná látka Plynová adsorpční Adsorpce GSC 
Pevná látka 
Plynová na molekulových 
sítech 






Papírová a tenkovrstvá 
PC, 
TLC 






Ionexová Výměna iontů IEC 





3.2.3.1 Chromatografie na tenké vrstvě 
Chromatografie na tenké vrstvě se řadí mezi techniky jednoduché a rychlé, její provedení 
je možné jak v podobě klasické, tak ve vysokoúčinné (HPTLC). Analyzované vzorky, které 
byly rozpuštěny v těkavém rozpouštědle, jsou nanášeny na startovní linii ve formě malých 
skvrn (viz. Obr. č. 8.). Chromatogram s takto nanesenými vzorky je uzavřen v komoře, kde se 
vlivem mobilní fáze v podobě páry nechá několik minut vyvíjet. Jednotlivé vzorky jsou po 
ukončení eluce charakterizovány tzv. retardačním faktorem (RF). Tento faktor představuje 
poměr vzdálenosti středu skvrny od startu ku vzdálenosti mobilní fáze od startovní linie. 
Hodnoty retardačního faktoru pro sacharidy nabývají menších hodnot z důvodu nižší 
rozpustnosti sacharidů v organických rozpouštědlech. Zjištěné hodnoty RF jsou ke konci 
analýzy porovnány s hodnotami uvedených v tabulkách, z čehož jsme pak schopni určit druh 
stanovovaného cukru [36]. 
 
Mobilní fázi při TLC představují směsi organických kyselin a rozpouštědel, jako např. 
butanol : pyridin : voda v poměru 6 : 4 : 3. Pro TLC je jako stacionární fáze používán 
silikagel, oxid křemičitý či celulóza. Fáze je nanášena na skleněnou desku nebo hliníkovou 





Obr. č. 8.: Schéma TLC [37]. 
 
3.2.3.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie je charakterizována vysokou účinností, dobrou 
opakovatelností i robustností. Tuto analytickou metodu lze použít k detekci mnoha látek 
biologického původu, jakými jsou například proteiny, sacharidy, vitamíny, dále pak organické 
kyseliny a sloučeniny rozpustné ve vodě a v nepolárních organických rozpouštědlech [2]. 
 





4. VYSOKOÚČINNÁ KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE (HPLC) 
4.1 Základní principy 
Jak již bylo v předchozí kapitole zmíněno, základem každé chromatografické techniky je 
rovnoměrná distribuce vzorku mezi stacionární a mobilní fázi na základě chemické afinity. 
Podmínkou takového rozložení analytu je přítomnost fázového rozhraní. Při rozdělování 
opakovaně dochází k utváření rovnovážných stavů analyzovaných látek. Tato distribuce je 
popsána distribuční konstantou KD, která je definována jako poměr rovnovážných koncentrací 























n  - látkové množství distribuované látky A ve stacionární fázi [mol ] 
 
mA
n  - látkové množství distribuované látky A v mobilní fázi [mol ] 
sV  - objem stacionární fáze [
3m ] 
mV  - objem mobilní fáze [
3m ]. 
 
Při dělení složek studované látky interaguje analyt s mobilní i stacionární fází a současně 
dochází k vzájemným interakcím mezi fázemi. Výsledkem analýzy bývá tzv. eluční křivka, 
která představuje závislost koncentrace na čase. Eluční křivku lze také označit za pík, jehož 
šířka se nejčastěji udává v délkových nebo v časových jednotkách [33, 34].  
4.1.1 Retenční čas, retenční objem 
Nejdůležitějším údajem celého procesu je eluční, neboli retenční čas. Retenční čas 
představuje časový úsek, který uběhne od nástřiku dané látky na kolonu po dosažení maxima 
eluční křivky. Retenčnímu času přísluší i retenční objem, neboli objem, který kolonou proteče 
během retenčního čas. Tento vztah lze zapsat jako: 
 
RmR tFV  , (2) 
 
kde: 
RV - retenční objem [
3m ] 
Rt - retenční čas [ s ] 
mF  - objemová rychlost [
13 sm  ].  
 
Dalšími veličinami jsou pak mrtvý retenční čas a mrtvý retenční objem. Obě dvě zastupují 
část analytu, který není v koloně ničím zadržován a jeho rychlost nabývá stejných hodnot, 
jako rychlost mobilní fáze. Mírou zadržení separovaných látek je retenční faktor k´, díky 
němuž lze utvořit pro tyto dvě zmiňované veličiny následující uvedené vztahy: 
 
 ´1VV 0R k  (3) 




0t - mrtvý čas [ s ] 
0V  - mrtvý objem [
3m ]. 
 
Následnou kombinací rovnic (3) a (4) je možné odvodit vztah pro výpočet retenčního 
faktoru: 
 













 .  (5) 
 
Z rovnice (5) lze vypozorovat, že se stanovované analyty odlišují pouze dobou strávenou 
ve stacionární fázi, která je označována jako redukovaný retenční čas Rt´  a je definována 
rovnicí: 
0Rt´ ttR   (6) 
 
4.1.2 Účinnost kolony 
Účinnost je jedním z faktorů, podle kterého se hodnotí celková kvalita chromatografické 
separace. Platí, že čím užší je chromatografická eluční křivka, tím byl proces separace 
úspěšnější. Míru účinnosti představuje tzv. počet teoretických pater N, pro který platí vztah: 
 
















N R , (7) 
 
kde:  
Rt  - mrtvý retenční čas [ s ]  
2
1w  - šířka píku v polovině výšky [ s ].  
 




H  , (8) 
 
kde: 
L - délka kolony [cm] 
N – počet teoretických pater 
 
4.1.3 Rozlišení 
Rozlišení RS lze v chromatografii chápat jako vyjádření míry kvality separace sousedících 
elučních píků. Je dáno následujícím vztahem: 
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                                                    (9) 
kde:  
Rt  - retenční čas [ s ]  
2
1w  - šířka píku v polovině výšky [ s ].  
Rozlišení je bezrozměrná veličina, přičemž platí, že čím vyšší je jeho hodnota, tím lepší 
separace [38]. 
 
4.2 Schéma kapalinového chromatografu  
 
 
Obr. č. 9.: Schéma kapalinového chromatografu [39]. 
 
4.2.1 Mobilní fáze 
U vysokoúčinné kapalinové chromatografie je mobilní fáze tvořena nejčastěji vodou, 
metanolem nebo acetonitrilem, běžná je také směs vody s organickým rozpouštědlem či pufr. 
Dle experimentálních dat je pro analýzu sacharidů nejvhodnější min. 70 % podíl acetonitrilu, 
v závislosti na testovaném vzorku je taktéž možné využít metanol, rovněž v nadbytku vůči 
vodné fázi. Zásobníky pro mobilní fáze představují dobře uzavřené skleněné lahve, které 
zabraňují kontaminaci fáze z prostředí a zároveň umožňují průchod pouze kapalině, nikoliv 
těkavým parám. Nečistoty v podobě tuhých částic jsou odfiltrovány, filtry jsou umístěné ve 
vrchních částech zásobníku. Mobilní fáze také musí projít procesem odplynění, protože 
vzniklé plynové bubliny by mohly zkreslit výsledky měření. Toho se docílí buď aplikací 
probublávaného helia nebo vakuových degaserů. Tyto degasery jsou u modernějších 
chromatografů již nedílnou součástí. Pro úspěšný proces separace je důležitý poměr 
jednotlivých fází. Pokud se složení směsi během analýzy mění, označujeme takovou eluci za 
gradientovou. Pokud je složení mobilní fáze konstantní po celou dobu měření, jedná se o eluci 
izokratickou. Výhodou izokratické eluce je možnost práce s předem namíchanou mobilní fází 




4.2.2 Stacionární fáze 
Za stacionární fázi je označována náplň chromatografické kolony. Kromě pevných 
sorbentů jí může být imobilizovaný kapalinový film na nosiči. Typy stacionárních fází lze 
rozdělit hned podle několika kritérií. Dle polarity se stacionární fáze dělí na polární a 
nepolární, dále lze pak fáze dělit i na základě chromatografického módu a to na normální, 
reverzní, ionexové a HILIC. V případě, kdy je stacionární fáze polárnější než fáze mobilní, 
označujeme tento stav jako systém s normálními fázemi (NP-HPLC). V opačném případě, 
kdy je mobilní fáze polárnější než stacionární, hovoříme o systému s obrácenými (reverzními) 
fázemi (RP-HPLC). U systémů s normálními fázemi roste retence složek v závislosti na 
rostoucí polaritě stacionární fáze. To znamená, že polárnější látky budou v tomto systému 
zadržovány déle, než látky s polaritou nižší. V systémech s obrácenými fázemi je tomu 
naopak, látky neutrální je možné separovat oběma způsoby [33, 34, 41]. 
4.2.2.1 Silikagel fáze 
Nejběžněji aplikovaným polárním adsorbentem je silikagel. Díky svým vlastnostem je 
vhodný při práci se systémy s normálními fázemi, HILIC metodou a v přítomnosti 
navázaného ligandu i s fázemi obrácenými. Aktivní centra v podobě silanolových skupin 
udělují silikagelu polární a zároveň i slabě kyselý charakter. Kyselý povrch umožňuje 
fungovat gelu v dalších aplikacích i jako iontoměnič. Silikagel odolává vysokým tlakům i 
organickým rozpouštědlům, limitujícím faktorem je pouze teplota. U plynové chromatografie 
teploty přesahující 500 °C přeměňují polární vlastnosti na hydrofobní [34, 41, 42].  
 
V závislosti na výrobních technologiích se mohou komerčně dostupné silikagely lišit svoji 
čistotou. Silikagel vyrobený vysrážením částic solu oxidu křemičitého se označuje jako 
silikagel typu A, silikagel typu B je vyráběný ze solu organického za přítomnosti vzduchu. U 
typu A jsou póry gelu uspořádanější a navíc se tento gel v alkáliích rozpouští pomaleji, než 
typ B. Ten naopak obsahuje jen nepatrné množství kovu a při jeho výrobě je snaha dosáhnout 
co nejvyšší čistoty maximální. Vyšší čistota gelu totiž znamená lepší účinnost separace [34]. 
 
Vlastnosti silikagelu lze ovlivnit jeho modifikací. Děje se tomu tak při navázání ligandů, 
které poté mohou měnit odolnost vůči teplotám či snižovat vymývání stacionární fáze 
z nosiče. Příkladem silikagelu s imobilizovaným nosičem je stacionární fáze s 
aminopropylovou skupinou nebo fáze diolová [34, 41, 42]. 
4.2.2.2. Diolová fáze (Lichrospher Merck) 
Kolony s diolovou fází poskytují výhodu možnosti jejich využití jak v systémech 
s normální fází, tak v systémech s fází reverzní, popřípadě i v rámci iontově výměnné 
chromatografie. Jediný typ ionizovatelných skupin představují silanolové skupiny a proto je 
tato fáze vhodná i při použití HILIC metody. Fáze se díky vysoké polaritě také účastní na 
tvorbě vodíkových můstků. Její výhodou je snížená schopnost utvářet nežádoucí chemické 
reakce s analytem a možnost přechodu mezi NP-HPLC a RP-HPLC. K přítomnosti vody má 





Obr. č. 10.: Diolová fáze vázaná na silikagel [46]. 
 
4.2.2.3 Částice s pevným jádrem (Halo, ATM) 
Stacionární fáze obsahující částice s pevným jádrem představují systém s omezenou 
porézností. Kombinací techniky koloidních roztoků a nanočástic vzniká na pevném jádře 
silikagelu homogenní porézní obal. Tato metoda zaručuje rovnoměrnou distribuci částic 
v koloně, což má za následek zvýšení počtu teoretických pater a tudíž lepší účinnost kolony. 
Částice s pevným jádrem se používají nejčastěji v kombinaci s ultravysokoúčinnou 




Obr. č. 11.: Schéma částice s pevným jádrem [47]. 
 
4.2.3 Čerpadla a dávkovací zařízení 
Mezi nejvíce využívaná čerpadla pro HPLC využití patří čerpadla pístová. Mobilní fáze je 
díky vznikajícímu podtlaku v čerpadle nasávána přes dva ventily, přičemž první z ventilů je 
napojený na zásobník a druhý na kolonu. Během tohoto procesu však vznikají nežádoucí 
tlakové pulsy, které negativně ovlivňují plynulý děj separace. Těmto pulsům zabraňuje 
zabudovaný tlumič. Jako příklad dalších čerpadel lze uvést čerpadla membránová, 
pneumatická nebo vysokotlaká. 
 
Analyzovaná látka je na kolonu dávkována buď ručně přes ventil s dávkovací smyčkou 
nebo tzv. autosamplerem, kde je dávkování řízeno elektronicky. V moderních zařízeních je 
tento dávkovač propojený se zásobníkem vzorků, který je tvořený nosičem s vialkami. Vialky 
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jsou malé skleněné či plastové nádoby s různým objemem a jsou uzavíratelné otočným 
víčkem obsahující pryžové septum. Septum zabraňuje kontaminaci i odpařování a při aplikaci 
vzorků je nutné dbát na čistotu používaných vialek. 
 
Schéma šesticestného dávkovacího ventilu je zobrazeno na Obr. č. 12. Ventil se přepíná do 
dvou poloh. V poloze plnění je pumpa s mobilní fází spojena s kolonou přímo, v poloze 
nástřiku je do systému zapojena i dávkovací smyčka. Dávkovaný objem je daný velikostí 
smyčky [33, 34, 48]. 
 
 
Obr. č. 12.: Schéma šesticestného dávkovacího ventilu [49]. 
 
4.2.4 Kolony 
Základ celého chromatografu tvoří kolona. Kolonu lze popsat jako kapiláru vyplněnou 
stacionární fází. Z vnější části je kolona kryta chemicky inertním pláštěm vyrobeným 
z nerezové oceli nebo skla. Důležitý je také požadavek odolnosti pláště vůči vysokým tlakům. 
Pro účely vysokoúčinné kapalinové chromatografie jsou využívány kolony kovové, po 
stranách uzavřené těsnící kovovou fritou. Ta plní funkci plynulého průtoku mobilní fáze 
kolonou a ochranu před vyplavováním stacionární fáze. Vnitřek kolony by měl být co nejvíce 
hladký. Na vstupu i výstupu z kolny jsou aplikovány ochranné kroužky s hlavicemi, ve 
kterých je utvořen malý otvor pro kapiláru. Tato kapilára propojuje skrz kolonu zásobníky 
a detektor. Může být vyrobena buď z kovu nebo polymeru, konkrétně pak z polyetherketonu 
(PEEK). Tento polymer je kompatibilní téměř se všemi rozpouštědly, v přítomnosti 
dichlormethanu se však rozkládá. Aby se zabránilo tlakovému poškození kolony, jsou často 
zapojovány i tzv. předklony. Ta kromě jiného zachytává nečistoty, které by mohly vést 
k ucpání kolony. Vliv na separaci má i teplota. Při vyšších teplotách dochází k urychlení 
procesu, ovšem vysoké teploty také mohou snižovat rozlišení. Kolony jsou proto umísťovány 




 Běžný vnitřní průměr kolon dosahuje od 2 do 5 mm s náplněmi o velikosti částic 1 až 
10 μm. Délka se pohybuje v rozmezí od 10 do 300 mm [34].  
 
 
Obr. č. 13.: Schéma HPLC kolony [39]. 
4.2.5 Detektory 
Po průchodu kolonou je analyt převeden do detekčního zařízení, které v našem případě 
představovalo poslední část chromatografu. Detektory pracují na principu zaznamenání 
rozdílu signálu při průchodu mobilní fáze a fáze s obsahem analytu. Dle sledované hodnoty 
jsou detektory rozděleny na koncentrační a hmotnostní. U hmotnostních detektorů je 
detekována změna hmotnostního toku, přičemž při změně rychlosti mobilní fáze zůstává 
plocha eluční křivky nezměněná, mění se pouze její výška. Koncentrační detektory sledují 
změnu hmotnostní koncentrace nezávisle na rychlosti průtoku analyzované látky. V závislosti 
vlivu detektoru na strukturu analytu lze detektory dále dělit na destruktivní a nedestruktivní. 
Během analýzy využívající destruktivní detektor dochází k nevratné změně chemického 
charakteru studované látky, u nedestruktivních ke změnám nedochází [34, 48]. 
 
Pro použití detektorů v technice HPLC jsou sledována následující kritéria, ne vždy je však 
možné všechny uvedené podmínky splnit [34, 48]: 
 
 Specifita 
 Zaznamenání přítomnosti všech složek 
 Okamžitá odezva 
 Citlivost 
 Robustnost 
 Minimální hladina šumu 
 Schopnost gradientové eluce 
 Nedestruktivní charakter 
 Zachování šířky chromatografických zón 
 Spolehlivost a snadnost použití 
 
4.2.5.1 Refraktometrický detektor (RID) 
K zaznamenání rozdílu mezi indexem lomu čisté mobilní fáze a eluované látky slouží 
refraktometrický detektor (Refractive Index Detector – RID). Čím větší sledovaný rozdíl 
bude, tím větší bude citlivost detektoru. Ta je také závislá na teplotě, proto je důležité 
pracovat při konstantních teplotních podmínkách. Tento univerzální detektor je vhodný pro 
látky, které světlo neabsorbují ani samy nefluoreskují, tudíž hlavně pro detekci sacharidů, 
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polymerů a lipidů. Nevýhodu tohoto detektoru představuje nemožnost využití gradientové 
eluce, správně totiž funguje pouze u eluce izokratické [31, 48]. 
 
 
Obr. č. 14.: Schéma refraktometrického detektoru [50]. 
4.2.5.2 Spektrofotometrický detektor 
Principem spektrofotometrického detektoru, který se v praxi také často označuje jako UV-
VIS detektor, je zaznamenání absorbance eluované látky v oblasti vlnových délek v rozmezí 
od 190 do 800 nm. U detektorů s neměnnou vlnovou délkou představují zdroj záření výbojky 
vyrobené ze zinku, rtuti nebo kadmia. Modernější detektory tyto výbojky neobsahují, mají 
však k dispozici tzv. diodové pole. Tyto detektory jsou zkráceně označené jako DAD 
(Diode Array Detector). Tento detektor snímá celé spektrum a proto je také schopen vyjádřit 













Míra odezvy spektrofotometrického detektoru je řízena Lambert-Beerovým zákonem, 
který vyjadřuje vzájemný vztah mezi koncentrací sledované složky, tloušťkou absorbující 
vrstvy a intenzitou absorpce (absorbancí). Spektrofotometrický detektor je příkladem 
detektoru koncentračního [31, 48]. 
 




A  - absorbance 
  - molární absorpční koeficient [ -1-1 cmmoll  ] 
c  - koncentrace [ -1lmol  ] 
l  - tloušťka kyvety [ cm] 
 
4.2.5.3 Elektrochemický detektor 
Tento typ detektoru se hodí zejména pro stanovování velmi nízkých koncentrací látek 
ovšem za předpokladu, že se jedná o látky s oxidační nebo redukční aktivitou. Měří se zde 
proud protékající mezi pracovní elektrodou, která je polarizovaná, a pracovní elektrodou. 
Většinou je součástí i třetí elektroda, referenční neboli srovnávací. Pracovní elektroda může 
být rtuťová (polarografický princip), uhlíková, platinová nebo z amalgámu. Výhodou těchto 
detektorů je rychlá odezva a zvýšená citlivost, nevýhodou pak pasivace elektrod a následná 
nutnost čištění [31, 48]. 
 
4.2.5.4 ELS detektor 
Evaporative Light Scattering Detector (ELSD) neboli ELS detektor je vysoce citlivý a 
zároveň univerzální detektor, založený na záznamu rozptylu světla na částicích analytu. Tyto 
částice vznikly v důsledku zmlžení látky eluované z kolony a následným odpařením 
rozpouštědla. Podmínkou pro mobilní fázi je přítomnost organického rozpouštědla nebo 
pufrů, které mají vyšší míru těkavosti než roztok s detekovanou látkou. Příkladem vhodného 
rozpouštědla je amoniak či octanové soli. Detektor se aplikuje zejména při stanovování látek 
s absencí chromoforu nebo fluoroforu, jakými jsou například sacharidy, fosfolipidy nebo 
mastné kyseliny. Tato technika se řadí mezi destruktivní a proto je tento typ detektoru nutno 
zařadit až na konec analytického systému. ELS detektor má oproti RI výhodu v možnosti 
využití jak izokratické, tak gradientové eluce [34, 48]. 
 
Eluovaná látka (1) je pomocí inertního plynu (2) zmlžena v zamlžovací komoře (4). 
Odpadní látky v podobě zkondenzovaného eluentu jsou odváděny pryč (3). Zmlžený roztok 
(5) je následně převeden do evaporační komůrky (6), kde probíhá odpařování mobilní fáze a 
tvorba částic méně těkavého solutu. V optické komoře (7) poté dochází k rozptylu světla ze 
zdroje (8) na zmiňovaných částicích a odezva detektoru je úměrná množství solutu, které 





Obr. č. 16.: ELS detektor [39]. 
 
4.3 HILIC metoda 
HILIC neboli hydrofilní interakční kapalinová chromatografie reprezentuje techniku 
určenou pro dělení silně polárních i hydrofilních sloučenin s nízkou retencí v systémech 
s reverzní fází a s vysokou úrovní zadržení v systémech s fází normální. Mezi takové látky 
patří například sacharidy, aminokyseliny i peptidy [34, 52]. 
 
HILIC metoda bývá charakterizována jako metoda fungující na principu chromatografie 
s normální fází, přesto ale současně využívá mobilní fáze, která je typická pro systémy 
reverzní. Základem procesu je interakce analytu s hydrofilní stacionární fází a vyplavování je 
řízeno mobilní fází, která je naopak hydrofobní. Taková fáze obsahuje větší procento 
organické složky a méně složky vodné. Polární centra stacionární fáze vodu adsorbují, čímž 
vzniká vodný koncentrační gradient směrem do mobilní fáze. Lze tak říci, že stacionární fáze 
u HILIC hraje roli i při transportu vody kolonou a uplatňuje se zde více mechanismů [34, 52].  
 
Obr. č. 17.: Povrch stacionární fáze modifikované diolovými skupinami [53]. 
 
V HILIC metodě se lze setkat se třemi druhy stacionárních fází: 
 neutrální – bez elektrostatických interakcí (diol) 
 nabité – silné elektrostatické interakce (silikagel) 
 zwitteriontová – slabé elektrostatické interakce (sulfobetain) [34, 54]. 
 
Princip metody spočívá v utváření rovnováhy mezi vodně-organickou mobilní fází a 
hydrofilní stacionární fází. Zároveň také platí podmínka, že čím větší podíl vody bude ve 
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stacionární fázi obsažen, tím větší retence nastane. Přítomnost organických látek naopak 




5. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
5.1 Využité materiály a zařízení 
5.1.1 Chemikálie 
 Acetonitril (Sigma Aldrich) 
 Methanol (Sigma Aldrich) 
 Deionizovaná voda 
5.1.2 Vzorky 
 Myo-inositol (Sigma Aldrich) 
 L-chiro-inositol (Sigma Aldrich) 
 INOFOLIC® (Exeltis) (EAN: 8588004780101) 
o Deklarovaný obsah inositolu: 2,0 g/sáček 
 REGHAAR® (Walmark) (EAN: 8594003973086) 
o Deklarovaný obsah inositolu: 50,0 mg/tableta 
5.1.3 Přístroje 
 Chromatograf (YL9100 HPLC System) 
 Kolona LiChrospher 100 DIOL 125x4 mm (5 µm) Merck, Německo 
 Kolona HALO Penta-HILIC 150x4,6 mm (2,7 µm), ATM, Dellaware, USA 
 ELS detektor (1200 Series ELSD, Agilent Technologies) 
 Automatické pipety 1000 µl a 200 µl (Biohit) 
 Analytické váhy 
 Laboratorní sklo 
 Ultrazvuková lázeň 
 Odstředivka 
5.1.4 Software 
 Microsoft Excel 2007 
 Clarity CDS (Chromatography Data Station) 3.0.6 
 ChemSketch 
5.2 HPLC analýza – podmínky 
 Poměr mobilní fáze acetonitril:H2O -  90:10, izokratická eluce 
 Rychlost průtoku: 2 ml/min 
 Velikost nástřiku: 5 μl 
 Teplota kolony: 10 °C, 25 °C, 40 °C 
 Teplota detektoru: 40 °C 
 Zesílení detektoru (gain): 6 




5.3 Výběr kolony 
Hlavním úkolem této práce byla optimalizace metody pro stanovení myo-inositolu 
v potravinových doplňcích, což zahrnovalo nalezení vhodných separačních podmínek. Ve své 
práci jsem se rozhodla porovnat vlastnosti dvou kolon, konkrétně jsem pracovala s kolonou 
LiChrospher DIOL (Merck) a kolonou HALO (ATM). Diolová kolona má ve své stacionární 
fázi navázány dvě hydroxylové skupiny, HALO kolona jich má pět, viz. Obr. č. 18. 
Hydroxylové skupiny jsou na nosič upevněny krátkým alkylovým řetězcem. Délka diolové 
kolony byla 250 mm, HALO kolony 150 mm.  
 
V práci jsme porovnávali účinnost, rozlišení a limit detekce (LOD) pro obě kolony při 
různých teplotách (10, 25 a 40 °C). Pro tato měření byl využit standard myo-inositolu o 
















Obr. č. 19.: Chromatogram kolony HALO při různých teplotách. 
 
 
Obr. č. 20.: Chromatogram kolony LiChrospher DIOL při různých teplotách. 
 
Závislost účinnosti kolony na teplotě je znázorněna na Obr. č. 21. Jak je z grafu patrné, 
vyšší účinnost nám poskytovala kolona diolová. Přesto lze však také říci, že s narůstající 
teplotou na rozdíl od kolony s pevnými částicemi její účinnost strmě klesá, což znamená nižší 




 Obr. č. 21.: Závislost účinnosti kolony na teplotě. Hodnoty uvedené v grafu jsou vztaženy na 
kolonu o délce 25 cm. 
 
Dále bylo u těchto kolon srovnáno jejich rozlišení. K tomu nám posloužily dva standardy a 
koncentraci 10 mg · ml-1, konkrétně pak standardy myo- a L-chiro-inositolu. Chiro-inositol je 
optickým izomerem myo-inositolu a proto lze očekávat přibližně stejné retenční časy. 
Porovnání kolon v rámci rozlišení opět proběhlo při třech různých teplotách, pro ilustraci jsou 



































Obr. č. 22.: Srovnání rozlišovacích schopností kolon. 
 
Z Obr. č. 22 je patrné vyšší rozlišení pro kolonu HALO Penta-HILIC, což jsme si následně 
ověřili i početně, viz. Tabulka č. 2. 
 
Posledním srovnávacím kritériem bylo stanovení limitu detekce (LOD). Limit detekce lze 
charakterizovat jako koncentraci, která je statisticky významně odlišitelná od šumu základní 












nh  - šum na základní linii 




Limit detekce byl prováděn opět při třech různých teplotách pro obě kolony, získané 
výsledky všech měření jsou shrnuty v Tabulce č. 2. 
 
 





k´ N RS 
10 0,07 13,8 1841,9  
2,5 
 
25 0,05 10,0 2287,6 
40 0,03 7,1 2136,5 




k´ N RS 
10 0,06 37,3 1809,8  
1,3 
 
25 0,05 34,6 2743,0 
40 0,04 25,8 2448,5 
 
Na základě nižších hodnot retenčního faktoru k´ a vyšší hodnoty rozlišení RS byla kolona 
HALO Penta-HILIC shledána za vhodnější pro naši další práci. Jak již také bylo zmíněno, 




5.4 Vzorek INOFOLIC® 
5.4.1 Příprava kalibračního roztoku 
Zásobní roztok myo-inositolu o koncentraci 10 mg · ml-1 byl pro kalibrační řadu připraven 
dle Tabulky č. 3.  
 
Tabulka č. 3: Koncentrační řada kalibračních roztoků 
Koncentrace [mg · ml-1] 0,4 1,0 2,0 3,0 4,0 
 
Jelikož ELS detektor nevykazuje lineární odezvu, je v práci použit graf kalibrační křivky 
po linearizaci. Faktor linearizace byl experimentálně stanoven na hodnotu 0,68 [57]. 
 




5.4.2 Postup přípravy vzorku 
Při práci jsem vycházela z postupu z mojí bakalářské práce s názvem Stanovení palatinosy 
v potravinových doplňcích. Reálný vzorek INOFOLIC® je reprezentován v podobě dobře 
rozpustného prášku, tudíž jeho příprava pro izolaci myo-inositolu byla snažší, než u druhého 
testovaného vzorku. Pro práci byly experimentálně vyzkoušeny následující dva postupy [38]: 
 
Postup 1: 
1. Byly naváženy 2 g vzorku, navážka byla rozpuštěna ve 20 ml vody 
2. Směs byla zředěna 40x k dosažení požadované koncentrace 2,5 mg · ml-1 
3. Roztok byl pomocí ultrazvuku homogenizována 20 minut 
4. Z homogenizátu byl do zkumavky Eppendorf odebrán 1 ml, vzorek byl ponechán 
po dobu 5 minut v odstředivce při maximálních otáčkách 
5. Následně bylo odebráno 0,5 ml supernatantu, ke kterému byl dále přidán 1 ml 
methanolu 
6. Vlastní měření probíhalo 12 minut, každý vzorek byl změřen 3 x 
 
Postup 2: 
1. Byly naváženy 2 g vzorku, navážka byla rozpuštěna ve 20 ml vody 
2. Směs byla zředěna 40x k dosažení požadované koncentrace 2,5 mg · ml-1 
3. Roztok byl pomocí ultrazvuku homogenizována 20 minut 
4. Z homogenizátu byl do zkumavky Eppendorf odebrán 1 ml, vzorek byl ponechán 
po dobu 5 minut v odstředivce při maximálních otáčkách 
5. Následně bylo odebráno 0,5 ml supernatantu, ke kterému byl dále přidán 1 ml 
acetonitrilu 
6. Vlastní měření probíhalo 12 minut, každý vzorek byl změřen 3 x 
 
Na základě porovnání výsledků těchto dvou metod byl methanol (krok 5) shledán za 
účinnější extrakční činidlo a postup 1 používán dále, výsledky jsou diskutovány v následující 
kapitole. 
 





5.5 Vzorek REGHAAR® 
5.5.1 Příprava kalibračního roztoku 
Koncentrace kalibračního roztoku byly stejné jako u předchozího vzorku uvedeného 
(Tabulka č. 3). Měření probíhalo za stejných podmínek, tj. při 40 °C s koncentrací zásobního 




Obr. č. 25.: Vzorek REGHAAR® [23]. 
 
 





5.5.2 Postup přípravy vzorku 
Reálný vzorek REGHAAR® se prodává ve formě pevných tobolek, jejichž příprava pro 
analýzu byla složitější z důvodu přítomnosti nerozpustné slupky obsahující oxid železitý. 
Postup přípravy vychází taktéž z mojí bakalářské práce, nicméně zde byly nutné modifikace 
pro zlepšení rozpustnosti. Celkem jsme vyzkoušeli čtyři možné postupy, které se lišily 
poměrem naředění původního roztoku nebo množstvím dávkovaným na kolonu. Nejlepší 
výsledky byly zaznamenány u metody, která je uvedena níže a se kterou jsme poté pracovali 
dále. Zároveň zde opět byly porovnávány účinky acetonitrilu a methanolu jako extrakčních 
činidel.  
 
1. Bylo naváženo 800 mg vzorku, navážka byla rozpuštěna ve 20 ml vody 
2. Vzorek ponechán na 20 minut v ultrazvukové lázni 
3. K 5 ml takto připraveného roztoku bylo přidáno 5 ml vody 
4. Do zkumavky Eppendorf byl napipetován 1 ml vzorku, popřípadě i přídavek 
standardu inositolu o koncentraci 10 mg · ml-1 (60,120 nebo 200 µl) 
5. Vzorek ponechán po dobu 20 minut odstředěn 
6. Následně bylo odebráno 0,5 ml supernatantu, ke kterému byl dále přidán 1 ml 
extrakčního činidla (methanol nebo acetonitril) 
7. Vzorek se dalších 15 minut nechal opět odstředit 
8. Pro analýzu byl odebrán 1 ml vzniklého supernatantu, nástřik vzorku na kolonu 
činil 20 µl 








V případě vzorku INOFOLIC® se jedná o jednoduchou matrici, u které je výrobcem 
deklarován pouze obsah dvou složek, a to myo-inositolu (2000 mg) a kyseliny listové 
(0,2 mg). V tomto případě jsme tudíž nemuseli ověřovat vliv pomocných látek na výtěžnost 
metody, a tudíž nebylo nutné využívat metody standardního přídavku. U INOFOLIC® jsme se 
zaměřili na vliv rozpouštědla při analýze a zjišťovali jsme výtěžnost úpravy vzorku. Výsledky 











Tabulka č. 4.: Porovnání výsledků pro extrakční činidla 
  Množství látky rozpuštěné v 8 ml vody [g] 
Měření Acetonitril – postup 1  Methanol – postup 2 
1 1,88 1,84 
2 1,91 1,86 
3 1,92 1,88 
Průměr 1,90 1,86 
SD 0,02 0,02 
RSD [%] 1,05 1,07 
 
 
Na základě získaných podobných hodnot při porovnávání elučních činidel byl proveden 
Studentův test na shodnost výsledků. Hodnoty se ukázaly jako statisticky nevýznamně odlišné 
na hladině významnosti 0,05 a postup 1 je vhodnější, protože vykazuje menší RSD (acetonitril 
jako extrakční činidlo).  Pro tento postup byl vypočítán interval spolehlivosti: 
 
                                                         t
n
SD
x                                                                (10) 
 
kde: 
x - průměr hodnot 
SD - směrodatná odchylka 
n  - počet měření  
t - Studentův koeficient (0,05;ν) 
 
Na hladině významnosti = 0,05 byla zjištěna dolní hranice intervalu spolehlivosti 
1,86 g/balení; horní hranice pak 1,96 g/balení. 
 
Deklarovaný obsah myo-inositolu u vzorku INOFOLIC® byl 2 g/balení; množství myo-
inositolu bylo experimentálně stanoveno v intervalu <1,85;1,96>  g/balení, takže deklarovaná 
hodnota obsahu inositolu je na horní hranici intervalu spolehlivosti. Při měření je nutno 







U vzorku REGHAAR® bylo provedeno měření jak s acetonitrilem, tak s methanolem. Jak 
již bylo výše zmíněno, byly zkoušeny celkem čtyři varianty postupu, pracovně označené 
písmeny A, B, C a D. V této kapitole budou komentovány pouze výsledky pro metodu B, 
protože u zbylých třech postupů docházelo k nežádoucím výsledkům v podobě tvorby 
satelitních píků či u nich nebyl zaznamenán pozorovatelný nárůst plochy píku po přídavku 
standardu. Výsledky pro metodu B jsou zobrazeny na obrázcích č. 28 a 29.  
 
 
Obr. č. 28.: Chromatogram metody B a methanolem. 
 
 




Výsledky se výrazně lišily podle použitého extrakčního činidla. Metoda obsahující 
methanol jako extrakční činidlo dávala chromatogramy s menšími píky, u kterých nebyl 
patrný nárůst v závislosti přídavku vnitřního standardu jako u metody s acetonitrilem. 
Příčinou mohla být přítomnost deklarovaného cholinu bitartrátu, který může v kombinaci 
s alkoholem fungovat díky své chemické struktuře jako srážedlo. To se navíc potvrdilo i 
vizuální kontrolou vialky se vzorkem, ve které se chvíli po odstředění vzorku začaly tvořit 
malé vločky sraženiny. Z tohoto důvodu jsme metodu s metanolem pro další použití vyřadili. 
 
 
Obr. č. 30.: Struktura bitartrátu cholinu [58]. 
 
U metody s acetonitrilem jsme narazily na jiný problém a to na přítomnost tzv. satelitního 
píku, který se začal objevovat kolem osmé minuty. Z experimentů vyplynulo, že se nejedná o 
žádnou vedlejší přítomnou látku a že je tento satelitní pík součástí našich sledovaných píků. 
Abychom jeho vzniku zabránili, museli jsme snížit koncentraci vzorku. Toho jsme docílili 
čtyřnásobným naředěním původního vzorku. Výsledek po zředění je zobrazen na Obr. č. 31. 
 
 




Jinou možností zamezení vzniku satelitního píku by také mohla být změna objemu 
nastříknutého množství vzorku na kolonu, my jsme však zůstali u ředění a náš konečný postup 
byl následující: 
 
1. Bylo naváženo 800 mg vzorku, navážka byla rozpuštěna ve 20 ml vody 
2. Vzorek ponechán na 20 minut v ultrazvukové lázni 
3. Ke 2,5 ml takto připraveného roztoku bylo přidáno 7,5 ml vody 
4. Do zkumavky Eppendorf byl napipetován 1 ml vzorku, popřípadě i přídavek 
standardu inositolu o koncentraci 10 mg · ml-1 (60,120 nebo 200 µl) 
5. Vzorek ponechán po dobu 20 minut v odstředivce 
6. Následně bylo odebráno 0,5 ml supernatantu, ke kterému byl dále přidán 1 ml 
acetonitrilu 
7. Vzorek se dalších 15 minut nechal opět odstředit 
8. Pro analýzu byl odebrán 1 ml vzniklého supernatantu, nástřik vzorku na kolonu 
činil 20 µl 
9. Vlastní měření probíhalo 15 minut, každý vzorek byl změřen 3 x 
 
 
Pro stanovení výtěžnosti a obsahu ve vzorku REGHAAR byla použita metoda násobného 
přídavku standardu, která je doporučovaná pro systémy se složitou matricí. Pro úplnost je také 
nutno zdůraznit, že vlivem přídavku standardu až v průběhu ředění a nikoliv na začátku byly 














Do grafu znázorněného na Obr. č. 32 byly vyneseny hodnoty ze čtyř paralelních měření 
vzorku. Z hodnot tří přídavků standardu byla vypočítána průměrná výtěžnost 108%. 
Proložením dat regresní přímkou byla na ose x získaná střední hodnota obsahu inositolu 
59,8 mg. Z této regresní analýzy byla vypočtena hodnota  koeficientu syx 14,5 mg. Z těchto 
dat byla určena hodnota RSD jednoho měření 24,3 %.  
     
Obsah inositolu ve vzorku REGHAAR® byl experimentálně stanoven na 59,8 mg/1 tbl., 






V práci byly porovnávány dvě chromatografické kolony podle jejich účinností, limitů 
detekce a rozlišovacích schopnosti. Na základě těchto tří kritérií byla pro práci jako lepší 
shledána kolona HALO. 
 
Dále byly kapalinovou chromatografií analyzovány dva reálné vzorky, INOFOLIC® 
(Exeltis) a REGHAAR® (Walmark).  
 
U vzorku INOFOLIC® byla při použití acetonitrilu ověřena výtěžnost úpravy vzorku 
s výsledkem 1,91 mg/ balení, množství deklarované výrobcem bylo 2 mg/ balení. Tato 
hodnota je shodná s horní hranicí stanoveného intervalu spolehlivosti. 
 
Pro vzorek REGHAAR® byl jako extrakční činidlo používán pouze acetonitril, protože 
přítomná matrice vedla v kombinaci s methanolem pravděpodobně k částečnému srážení, což 
by snižovalo výtěžek analýzy. Pro optimalizovanou metodu byla stanovena průměrná 
výtěžnost 108%. Obsah deklarovaný výrobcem byl 50 mg/ 1 tbl., experimentálně byl zjištěn 
obsah 59,8 mg/ 1 tbl., což v rámci relativní nepřesnosti RSD = 24,3 % odpovídá 
deklarovanému obsahu. Vysoká hodnota RSD je pravděpodobně způsobena složitou matricí s 
malým obsahem inositolu (50 mg v 1 tabletě vážící přibližně 1 g). Řešením by mohla být 
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Diode array detector (detektor s diodovým polem) 
 
D-chiro-inositol 
ELSD Evaporative Light Scattering Detector (odpařovací detektor rozptylu světla) 
 
HILIC Hydrophilic interaction liquid chromatography (hydrofilní interakční kapalinová 
chromatografie) 
 
HPLC High performance liquid chromatography (vysokoúčinná kapalinová 
chromatografie) 
 
HPLC-NR Normal phase HPLC (HPLC se systémem normálních fází) 
 
HPLC-RP Reverse phase HPLC (HPLC se systémem obrácených fází) 
 
HPTLC High performance thin layer chromatogramy (vysokoúčinná tenkostěnná 
kapalinová chromatografie) 
 





Polycystic ovary syndrome 
 
Polyether ether ketone (polyetherketonová vlánka) 
 





Thin layer chromatography (kapalinová chromatografie na tenké vrstvě) 
 
Ultra high performance liquid chromatography (ultravysokoúčinná kapalinová 
chromatografie) 
 
